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(3) Verf ahren, Reagenzien und Ausrustung zur einfachen Bestimmung von nicht-enzymatisch glykosylierten 
Proteinen in Korperflussigkeiten 

Es werden Verfahren und Mittel zur Bestimmung von 
nichtenzymatisch glycosylierten Proteinen in biologischen 
Flussigkeiten vorgeschlagen. Das Me&prinzip beruht auf der 
spezifischen Esterbiidung von glycosylierten Proteinen mit 
bevorzugt im UV-vis-Spektrum absorbierenden oderfluoro- 
phoren Borsaurederivaten. Die Messung erfolgt entweder 
nach Trennung der gebundenen von den freien Borsaurede- 
rivaten oder direkt im Reaktionsmedium. Die Borsaureester- 
bildung kann auch als speziftscher Leerwert fur unspezrfi- 
sche Testverfahren zur genauen Bestimmung der glycosy- 
lierten Proteine herangezogen werden. Ferner werden neue 
Borsaurederivate und ihre Herstellung sowie ein Verfahren 
zur Glycosylierung von Proteinen naturftchen Ursprungs und 
von synthetischen, lysinhaltigen Polyam inosauren gezeigt. 
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Patentanspriiche 

1 Verfahren zur Bestimmung der glycosylierten Proteine, die in biologischen Flussigkeiten oder in aus 
biologischem Material gewonnenen Fluiden enthalten sind, dadurch gekennzeichnet . daBdiese ■™»ag<^ 
ten oder Fluide im alkalischen Milieu bei P H8 bis 12 mit subsmuierten hinreichend wa^rloshchen 
Arylboronsauren. die im UV-vis*Bereich ein Absorptionsmaximum besitzen oder nut entsprechenden fluo- 
reszenzmarkierten Arylboronsauren, deren Fluoreszenzpolarisation sich bei der Bindung an die glycosylier- 
SSSSnJ anderUm OberschuB versetzt und die Arylboronsiure mit den glycosylierten Proteinenzum 
entsprechenden cis-Diol-Ester umgesetzt werden und daB die Konzentration A 1 der gebundenen Diol- 
SSfaanrich bekannter Weise gemessen wird, wobei gegebenenfalls zusatzlich eine Blmdwertbesum- 
mungA 2 vorgenommen wird, indem zusatzlich eine identische Probe mit Borsaure oder einem mchtfarben- 
den Borsaurederivat umgesetzt wird und die Differenz der Konzentrationen A 1 minus A 2 an gebildeten 
cis-Diol-Estern in beiden Proben gemessen oder berechnet wird. . . . . . „„_ 

2 Verfahren zur Bestimmung der glycosylierten Proteine, die in biologischen Flussigkeiten oder in aus 
bioloeischem Material gewonnenen Fluiden enthalten sind. insbesondere nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kZEK. dal zur Blindwertbestimmung eine zweite, identische Probe mit Borsaure ^r emem n^ 
Tibenden oder im blauen UV nicht absorbierenden Borsaurederivat umgesetzt oder «>^*£^^ 
mit Boranat reduzierte Probe nach dem Verfahren nach Anspruch 1 gemessen und dutch die D fferenzb 1- 
dung ein DifferenzmeBwert bestimmt und dieser Wen zu dem mit zwe. Standardproben STl und ST2 m 
gleicher Weise erhaltenen Differenzwert in die Beziehung (A 1-A2) :^ri-Sr2)-gesamte Menge an 
Elycosylierten Proteinen : kalibrierter Standard, gesetzt wird. ^,u„„j„„_ 

3 Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB man vor der Endablesung vorhandene 
freie uberschiissigc Phenylboronsaurederivate abtrennt und dann die Endablesung vornimmt oder wahl- 
weise die eebildeten cis-Diol-Ester aus der Reaktionsmischung abtrennt und diese dann bestimmt 
rverfahfen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Differen* : der 

zwischen Probenhaupt- und Probenblindwert A 1 bzw. A 2 mit den enttprechenden Werten STl und ST 2 
deV Sumdardprobe gemessen wird und die Konzentration der cis-Diol-Ester m der Probe daraus berechnet 

Tverfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet daB die Differenz der 5° nz ?^^" ^ 
Zugabe eines Oberschusses einer cis-Diol enthaltenden Verbindung, die Borsaure oder Arylboronsaure 
bindeu zur Blindwertprobe A 2 und zur Standardblindwertprobe ST2 bestimmt wird. 
&TrfSJen^S A^ruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB als cis-Diol enthaltene Verbindung Fruktose. 
Sorbit oder Diethanolamin verwendet wird. c.^rrinmhc 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB als Standardprobe 
glycosyliertes Serumalbumin humaner oder tierischer Herkunft oder in vitro glycosylierte polymere lys.n- 
haltige Polyaminosauren mit definiertem Glucosegehalt verwendet werden. 

8. Mittel zur Durchfuhrung des Verfahrens nach Anspruch 1 bis 7 in Form von subst.tu.enen Arylboronsau- 
ren der allgemeinen Formel I 




(I) 



worm 



-A- die Gruppen — N = N— oder -NH-Q=S)-NH bedeutet, R l R 2 und R 3 , die gleich oder verschie- 
den sein kdnnen, H, CI, F, N0 2l Methoxy, Ethoxy oder eine hydrophilierende Gruppe, '"sbesondere OH 
SO3H, COOH, NH 2 Oder eine niedere Alkylgruppe mit bis zu 4, insbesondere 2 C-Atomen bedeuten, wobei 
jedoch hochstens zwei der Reste R« bis R 3 , H, CI, F, N0 2 oder Methoxy oder Ethoxy bedeuten konnen und 
bei niederen Alkylresten mindestens einer eine hydrophilierende Gruppe wie oben defimert enthalt und 
dabei auch einer der Reste R 1 bb R 3 eine bis dreifach mit R', R 2 , R ^ sub ^^ u, ^\^P hen ^^P^ 11 ! ;!" , 
kann und R 4 NH 2 oder Wasserstoff bedeutet und B gegebenenfalls em 1- bis 3facher hydrophil substituier- 
ter ankondensierter Benzolring sein kann. . . .. 
9 Mittel zur Durchfuhrung des Verfahrens nach Anspruch 1 bis 7, in Form von lysinhaltigen glycosylierten 
polymeren Aminosauren oder Proteinen mit definiertem Glucosegehalt, dadurch l gekennzeichnet, jdaB sit 
erhaltlich sind, indem man ein Protein oder eine polymere Aminosaure, die mindestens eine Lysineinheit 
enthalten und ein Molekulargewicht von 25 bis 150 kD aufweisen, bei pH 5 bis 1 1 nut Glucose und NaN, 
versetzt, die Mischung anscWieBend fOr einige Stunden bis einige Tage bei einer Temperatur bis zu 55 c 
inkubiert und dann gegenglucosefreienlnkubationspufferdialysiert . nnor . , r 

10. Mittel nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB es als Protein Serumalbumin humaner oder 
tierischer Herkunft vomMGca. 67 000 aufweist. . .„,,„„„ 

1 1. Mittel nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet. daB es ein Peptid oder erne polymere Aminosaure vom 
Molekulargewicht von ca. 60 000 bis 70 000 aufweist 
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12. Mittel nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB es als synthetische polymere Aminosaure Poly- 
D-Lysin, Poly-(D-Glutamat, D-Lysin) 6 : 4 oder Poly-(Glutamat, Lysin, Tyrosin) 6:3:1 mit einem Moleku- 
largewicht von 25 bis 150 kD, insbesondere 60—70 kD, aufweist 

13. Kits zur Durchfuhrung des Verfahrens nach Anspruch 1 bis 7, umfassen allein in getrennten Behaltern 
oder getrennt, jedoch in einem einzigen Behalter vereinigt, folgende Reagenzien: 5 

— eine dosierte Menge einer Arylboronsaure nach Anspruch 8, gegebenenfalls in Losung auf pH 8 bis 
1 1 gepuffert, 

— einen aJkalischen Puffer von bekanntern pH-Wert im Bereich von 8 bis 1 1, 

— eine bekannte Menge eines Borats, dessen Borsaureester bei der Bestimmung in der Indikatorreak- to 
tion nicht erf ass t wird, gegebenenfalls in Losung gepuffert auf pH 8 bis 1 1, 

— Kohle-Dextransuspension, 

— eine bekannte Menge an Standardprotein mit bekanntern Glucosegehalt oder einer solchen Polya- 
minosaure sowie gegebenenfalls, 

— Nitrobluetetrazoliumsalz, gegebenenfalls in verdunnter Losung, 15 

— Natriumborhydrid, 

— Fruktose,Sorbit und/oder Diethanolamin. 

14. Kit nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB die Arylboronsaure auf pH 9,2 gepuffert ist, das 
nicht bei der Indikatorreaktion erf aBte Borat Borsaure ein Alkaliborat oder Ammoniumborat oder -polybo- 20 
rat ist und der Puffer ein pH von 10 bis 10,5 aufweist, und der Kit zusatzlich 3-Nitrophenylboronsauren in 
dosierter Menge und eine Anzahl Filterpapiere aufweist 

15. Anwendung des Verfahrens nach Anspruch 1 bis 7 und der Mittel nach Anspruch 8 und 9 zur Bestim- 
mung von Proteinen, die andere reduzierende Zuckerreste als Glucose in der Ketoaminform gebunden 
enthalten. 25 

Beschreibung 

Seit der Einfuhrung des Insulins sind die akuten Komplikationen, an denen die Diabetiker in der Vorinsulinae- 
ra starben, seitener geworden. Bei den heutigen Therapiemoglichkeiten wird die Lebenserwartung des Diabeti- 30 
kers vor allem durch die begleitenden Spatschaden bestimmt Obwohl die Pathogenese der Spatschaden (Reti- 
nopathie, Nephropathie, Neuropathie und Atherosklerose) nicht im einzelnen aufgeklart ist, zeigen epidemiolo- 
gische Studien, daB schlechte Stoffwechseleinstellung fruhzeitiger und vermehrt zu Spatkomplikationen fuhrt als 
gute Stoffwechselfuhrung. Aus diesem Grunde ist es wichtig, einen Parameter zu haben, mit dessen Hilfe man 
den mittleren Blutzuckerspiegel von diabetischen Patienten beurteilen kann. Die meisten der bestehenden 35 
Methoden verwenden die direkte Glucosebestimmung im Blut oder im Urin. Allerdings schwankt der Blutzuk- 
kerspiegel sehr stark im Tagesverlauf und hangt zudem u. a. von der Ernahrung und der korperlichen Tatigkeit 
der diabetischen Patienten ab. Ebenso unterliegt die Harnglucose einer Reihe von Einflussen, die unabhangig 
von der Stoffwechseleinstellung des Diabetikers sind. 

Vor ca. 1 0 Jahren wurde entdeckt daB Glucose an das Hamoglobin im Blut in Abhangigkeit vom Blutglucose- 40 
spiegel irreversibel gebunden wird Die Bestimmung des entstehenden nichtenzymatisch glycosylierten Hamo- 
globins erlaubt nun eine Beurteilung des Blutzuckerspiegels der letzten drei Monate. Entsprechend dem Hamo- 
globin werden auch die anderen Serumproteine in Abhangigkeit vom Blutglucosespiegel nichtenzymatisch 
glycosyliert (zur Chemie vergleiche Schema 1). Albumin, mit einer Halbwertzeit von 20Tagen macht den 
Hauptanteil an glycosylierten Plasmaproteinen aus. Die Bestimmung von glycosylierten Plasmaproteinen eignet 45 
sich deshalb zur Beurteilung der Stoffwechselfuhrung uber einen mittelfristigen Zeitraum von etwa 3 Wochen. 
Da mehrfach gezeigt wurde, daB zwischen glycosyliertem Albumin und glycosyliertem Serumprotein eine sehr 
enge Beziehung besteht, kann die Isolierung des Albumins aus Serum unterbleiben. 

Zur Bestimmung von glycosylierten Serumproteinen wurden mehrere Testprinzipien beschrieben: 

50 

1. Die Bestimmung mit Hilfe des durch schwachsaure Hydrolyse entstehenden Hydroxyrnethylfurfurals, das 
durch die Thiobarbitursaureaktion gemessen wird, ist sehr storanfallig und zeitaufwendig (Dolhofer R. und 
Wieland O. H. Clin.Chim Acta (1981) 112, 197-204)(DE-OS-33 23 837 Al> 

2. Die Bestimmung mit Hilfe der Affinitatschromatographie an Borsauregelen ist nur fur das glycosylierte 
Hamoglobin quantitativ, nicht aber fiir die glycosylierten Serumproteine (nur ein geringer Anteil des 55 
glycosylierten Albumins wird retiniert) (Brownlee M. et aL Diabetes (1980) 29 1044—1047), (Gould et aL 
Ann.Clin.Biochem.(1984)21, 16-21) (EP-A-64 551). 

3. Bestimmung mit Hilfe eines Redoxindikators im alkalischen Milieu (Fruktosamin-Test) (Johnson et aL 
CIin.Chim.Acta (1982) 127, 87-95) (00 85 263 Al). 

Diese einfache und billige Bestimmung erfaBt als Reduktionsmethode auch unspezifisch andere Serumbe- 60 
standteile, deren Menge von Probe zu Probe variieren kann. 

4. Bestimmung des durch stark saure Hydrolyse von Serumproteinen entstehenden Furosins mittels Hoch- 
druckflussigchromatographie (HPLC) (Schleicher E. und Wieland O. H. J. Clin. Chem. Clin. Biochem. (1981) 
19,81—87). 

Fur die Durchfuhrung dieser prazisen und richtigen Methode ist man auf eine teure HochdruckfluBigchro- 65 
matographie-Anlage angewiesen. AuBerdem ist die Probenvorbereitung zeitaufwendig. 

Wie aus den vorhergehenden Ausfflhrungen zu entnehmen ist, gibt es fur die Bestimmung von nichtenzyma- 
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tisch glycosylierten Proteinen nur eine Methode, die nicht durch interferierende, stSrende Faktoren beeinfluBt 
wird Allerdings ist diese Methode mit hohen Investitionen (HPLC-Anlage) verbunden und nicht emfach durch- 

zufuhren. . , , 

Es ist bekannt, daB substituierte Arylboronsauren in waBriger alkalischer Losung mit nichtenzymatisch 
glycosylierten Proteinen Boronsaureester bilden. Um die Menge des Boronsaureesters zu besGmmen, wurde 
bisher Phenylboronsaure an einem Trager kovalent gebunden (Affinitatschromatographie). Nach spezifischer 
Bindung von nichtenzymatisch glycosylierten Proteinen aus einem Gemisch wurde der Trager gewascnen und 
die gebundenen Proteine eluiert und quantifiziert Diese Methode ist sehr teuer, zeitaufwendig und nicht 
automatisierbar. _ „ . , 

Die Erfindung wendet deshalb nun ein anderes Verfahren als die oben erwahnten Methoden an. 

Zur direkten Bestimmung der Boronsaureester in wassriger alkalischer Losung setzt man erfindungsgemaB 
fluorophore oder chromophore Arylboronsauren eift Als Chromophor eignen sich vor allem substituierte 
Phenylboronsiuren, die ein Absorptionsmaximum im langwelligen Bereich (500-600 nm) auf weisen, so daB die 
Eieenabsorption von Blutplasma oder -serum nicht interferiert Fluorophorhaltige Arylboronsauren wie die 
kommerziell erhaltliche Dansylphenylboronsaure sind fur die direkte Bestimmung der Boronsaureester im 
Blutserum oder -plasma nicht geeignet, da diese KorperfluBigkeiten variable, fluoreszenzlbschende Bestandteile 
enthalten Aus diesem Grunde werden zur empfindlichen Bestimmung von Serumbestandteilen fluoreszemmar- 
kierte Substrate verwendet, da mit diesen Konzentrationsbestimmungen uber die Anderung der Fluoreszenzpo- 
larisation durchgefahrt werden kdnnen. Die kommerziell erhaltlichen Gerate verwenden das Fluoreszenzspek- 
trum des Fluoreszeins, so daB die jeweiligen markierten Substrate fur die Messung in diesen Geraten m.t 
Fluoreszein markiert sein mfissen. . 

Solche fluoro- oder chromophoren Arylboronsauren konnen m an sich bekannter Weise erhalten werden. 

Verschiedene Synthesewege sind anschlieBend beschrieben. Gibt man solche im langwelligen Bereich absor- 
bierenden substituierte Arylboronsauren im OberschuB zu wassrigen alkalischen Proteinlosungen, so entstehen 
bei Raumtemperatur innerhalb von Minuten mit den Fruktosylamingruppen der Proteine die Boronsaureester 
Da die Esterbildung zur Absorptionsabnahme des langwelligen UV-Maximums fiihrt (Abb. 1), laBt sich die 
Menge der nichtenzymatisch glykosylierten Proteine Qber einen Standard, der genauso gemessen wurde, be- 

re Bei e sehr geringem Gehalt an Fruktosylamingruppen empfiehlt es sich die ungebundenen, uberschussigen 
Boronsauren abzutrennen z. B. durch Absorption an Aktivkohle oder andere bekannte MaBnahmen ^Tren- 
nung von nieder- und hochmolekularen Substanzen wie Gelfdtration oder Filtration durch Nitrocellulosefilter. 
Die optische Dichte der verbleibenden Ldsung ist der in dieser L6sung vorhandenen mchtenzymatisch glycosy- 
lierten Proteine proportional und kann ebenfalls uber einen bekannten Standard berechnet werden. Die Darstel- 
lung und Kalibrierung eines nichtenzymatisch glykosylierten Proteinstandards ist als Beispiel 10 beschrieben. 

Vorteile des MeBverfahrens 

Die einfache Handhabung erlaubt sowohl eine manuelle als auch eine automatisierte Testdurchfuhrung. Da 
fttr die Ausfuhrung auBer einem UV-VIS Photometer oder einem Gerit zur MeBung der Fluoreszenzpolarisa- 
tion kein spezielles Gerat erforderlich ist, kann die Methode allgemein angewendet werden Die auch bei 
Raumtemperatur rasche Boronsaureesterbildung (meist innerhalb einer Minute abgelaufen) fuhrt zu hohen 
Analysenzahlen pro Tag. Durch die Verwendung eines Standards, der 

1. die Fruktosylaminbindung an Lysin enthalt und 

2. als Matrix eine Proteinstruktur enthalt kann der Test absolut kalibnert werdea 

Durch eine paraUel ausgefOhrte Proteinbestimmung laBt sich der MeBwert auf die Proteinmenge beziehen. 

Die erfindungsgemaBen Arylboronsauren, die im voranstehend beschriebenen Verfahren emgesetzt werden 
konnen, lassen sich mittels verschiedener, prinzipiell bekannter Verfahren herstellen. So laBt sich z. B. durch 
Kupplung von 3-Diazo-Phenylboronsaure-chlorid mit substituierten aromatischen Phenolen oder Aminen ais 
Kupplungskomponente eine Vielzahl von substituierten Phenylboronsauren herstellen: 

OH 
I 

Ri K K 



R 3 CI® R3 



N=N 




Zur Hersteliung wird m-Amino-phenylboronsaure in stark salzsaurer L6sung bei 0°C mit aquimo aren Na- 
NO2 diazotiert Nach Beendigung der Reaktion wird das geldste Diazoniumsalz langsam zu einer alkalischen 
Ldsung getropft, die eine aquimolare Menge des aromatischen Phenols bzw. Amins enthalt Dabei soil die 
Temperaturzwischen5-10°CundderpH-WertQberl0z.B.10--12,gehaltenwerden. 

Zur Isolierung wird aus saurer Ldsung in eine organische Phase extrahiert und das Produkt chromatogra- 
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phisch gereinigt Entsprechend laBt sich durch Kupplung von substituierten Aryldiazoniumsalzen mit m- Amino- 
phenylboronsaure eine Vielfalt von unterschiedlich absorbierenden Boronsaurederivaten darstellen: 



R, CI 9 




NH, 



OH 

I 

HO— B 



R 2 



NH 2 



to 



Zur Darstellung wird das substituierte Diazoniumsalz in Gegenwart einer aquimolaren Menge vom m-Amino- 
phenylboronsaure in Wasser gelost und bei ca. 20° C geruhrt In vielen Fallen erweist sich eine in situ Hersteliung 
des Diazoniumsalzes als Vorteil. Die substituierte Arylboronsaure kann durch praparative DUnnschichtchroma- 
tographieauf Kieselgel gereinigt werden. m . 

Eine andere Moglichkeit zur Darstellung von z. B. substituierten Phenylboronsauren ist die Reaktion von 
m-Aminophenylboronsaure mit Carbonylverbindungen (z. B. Isothiocyanaten): 



15 



20 



OH 
I 

HO— B 




30 



Zur Synthese wird m-Aminophenylboronsaure in alkalischer Na 2 C0 3 -L6sung gelost, eine aquimolare Menge 
Fiuoreszeinderivat zugegeben und uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt Das Produkt kann uber praparati- 
ve Dunnschichtchromatographie gereinigt werden. m 

Entsprechend der Bildung der nichtenzymatisch glycosylierten Proteine in vivo (Schema 1) lassen sich defi- 
niert glycosylierte lysinhaltige Polyaminosauren synthetischer oder naturlicher Herkunft (Proteine) darstellen, 
die zur Kalibrierung geeignet sind. Dazu inkubiert man in wassrigen Pufferlosungen (pH 5—11. insbesondere 
7-9) die Polyaminosaure mit D-Glucose bei ca. 37°C 1 -5 Tage. Die Reaktion lauft aber sogar bei eingefrore- 
nen Proben, wenn auch sehr langsam ab und kann bis ca. 55° C durchgefuhrt werden. Sowohl pH- als auch 
Temperaturerhohung beschleunigen die Reaktionsgeschwindigkeit Zur Beendigung der Reaktion wird gegen 
den gleichen, aber glucosefreien Puffer dialysiert und die Menge an glycosylierter Polyaminosaure bestimmt 

Folgende Ausfuhrungsformen des erfindungsgemaBen Verfahrens sind moglich: 

1. Direkte Bestimmung der spezifisch gebundenen Arylboronsaure ohne Trennung der uberschussigen 
freien Arylboronsaure. . 

a) Zugabe von z. B. substituierter Phenylboronsaure zu einer alkalischen Losung von nichtenzymatisch 
glycosylierten Proteinen fiihrt zur Borsaureesterbildung, die mit einer Anderung des UV-VIS-Absorp- 
tionsspektrums der Phenylboronsaure begleitet ist Da die Abnahme der Absorption im sichtbaren 
Bereich dem Glycosylierungsgrad der Serumproteine proportional ist, laBt sich die Spektrumsande- 
rung zur Bestimmung der glycosylierten Serumproteine direkt verwenden. 

b) Versetzt man z. B. fluoreszeinsubstituierte Phenylboronsauren mit alkalischer Losung von glycosy- 
lierten Serumproteinen, so fahrt die Borsaureesterbildung zu einer Anderung der Fluoreszenzpolarisa- 
tion, deren AusmaB vom Glycosylierungsgrad der Serumproteine abhangig ist 

2. Bestimmung der spezifisch gebundenen Arylboronsaure mit Trennung der uberschussigen freien Arylbo- 
ronsaure. . 

a) Nach Boronsaureesterbildung im alkalischen Milieu wird die uberschussige freie Arylboronsaure 
schnell abgetrennt (z. B. durch Aktivkohle). Die in waBriger Losung verbleibende, dem Glycosylie- 
rungsgrad der Serumproteine proportionale, proteingebundene Arylboronsaure kann photometrisch 
bestimmt werden. Selbstverstandlich kann auch umgekehrt die spezifisch gebundene Arylboronsaure 
z. B. durch Fallung abgetrennt und dann bestimmt werden. 

b) FUr die halbquantitative Bestimmung eignet sich die Abtrennung der freien Arylboronsauren durch 
eine proteinabsorbierende Filterschicht (z. B. Nitrocellulose). Die dem Glycosylierunggrad des Prote- 
ins proportionale, proteingebundene, farbige oder fluoreszierende Arylboronsaure wird am Filter 
gebunden. Die Intensitat der Farbe oder der Fluoreszenz kann mit der von bekannten Standardproben 
verglichen werden. Entsprechend kann das Filter auch flber eine wasserabsorbierende Schicht aufge- 
zogen werden, so daB die freien Arylboronsauren in die unter dem Filter liegende Schicht wandern 
(Teststreifen). 
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3 Soezifische Blindwertbildung durch Arylboronsaureester. Zugabe von Borsaure oder substituierten 
Aryfoo^ 

reSerSdX Die so veresterten OH-Gruppen des Fruktosylaminrestes stehen mcht mehr zur End.olb.l- 
dung zur Verfiigung und zeigen daher keine Reduktionseigenschaften mehr. 

Zur Blindwertbildung eignet sich prinzipiell eine Reihe von Substanzen: 

1. Borsaure bzw. ArylboronsSuren. die mit glycosylierten Proteinen Borsaureester bUden, aber in der 
Indikatorreaktion nicht erf aBt werden. 

Bo^Sroz^ KSofo^lure bilden mit nichtenzymadsch glycosylierten Proteinen im alkali- 
Sta Seu B^onSeester. Da nun keine Enolisierung des cis-Diols und damit kerne Redukuon des 
ReSSStors moglich ist, zeigen glycosylate Proteine hOmjfOB K£iS2ESS?S 
sauren keine oder erniedrigte Reduktionseigenschaftea Die verbleibende Redukt.onsaktmtet. oie 
Tter dS MeBbedingungen nachweisbar ist ist unspezifischer Natur und kann vom Gesamtwert 
abeezoeen werden. Die Differenz stellt ein MaB fOr die Glycosylierung dar. 

b)die als Blindwert verwendete Boronsaure absorbiert nicht im UV-V.s-Bere«ch, be. den. gemessen 
w\rd \ZH SM-GOO nm). Ein ca. lOOfacher OberschuB dieser Boronsaure verdrangt die chromophor- 
haltige Boronsaure spezifischaus der Bindung. .. . R p r „irtnse. 

2. Zugableines Oberschusses an cis-diolhaltigen Verbindungen, d.e Arylboronsauren b.nden, z. B. Fruktose, 
Sorbit, Diathanolamin. 

Zur Standardisierung der beschriebenen Testverfahren kann humanes Serum Albumin (Behringwerke Mar- 

Furosinmethode oder mit radioaktiv markierter Glucose erfolgen. Vtnim> , lin . von pi asma 

Als Untersuchungsmaterial solke vorzugsweise Serum verwendet werden. Be. der Verwendung von Plasma 

muB eine Stoning der verwendeten Antikoagulanz amgeschlossen werden. .... F 

Sollen Gewebeproben gemessen werden. mussen diese chemisch oder enzymatisch in eine losliche i<orm 

8e Sysetort prinzipieD. da das Hamoglobin auch nichtenzymatisch glyoosyliert ist «ind sormt mitgemessen 
wSmemen alkdischen pH-Wert im Test zu haben, gibt man am besten Putor z* Ab Puffer eignensic z, * 

dS zm ^Probe^gSeben werden. Da die Boronsaureesterbildung sehr schnell erfolgt, kann mnerhalb von 
^li™™^^* kann evU. zur Erhohung der Loslichkeitder Arylboronsaure etwasTensid,z. B. 
Tween, zugesetzt werden. 

Theoretische Basis der Erfindung 

Freie Aminogruppen von Proteinen bilden mit Carbonylverbindungen eine Schif f sche Base, wobei das* Glefch^ 
C eS to waBriger Losung stark auf der linken Seite liegt. Enthalt die Carbonylverb.ndung am C-2 erne 
S^G^pe wieTk Gluc?se oder Laktose. so kann sich die Schiffsche Base n em Ketosylamm umlagern. 
wobei die als Amadoriumlagerung bekannte Reaktion im wesendichen irreversibel ist. 



Protein— NH,0 H Protein— N H 

c 9 j 



C Protein — N — CHj 



I — h,o I Q c=o 

H— C — OH H — C — OH . - ' V 

j +H 2 0 I 1 

HO— C — H 
I 



HO — C — H HO — C — H 



Glucose 



Glucosylamin Fructosylamin 
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Schema 1 

Reaktion einer freien Aminogruppe eines Proteins mit Glucose 
Unter physiologischen Bedingungen (i. e. pH =7.4) ist die Menge der proteingebundenen Glucose der mittle- 
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ren Blutglucosekonzentration proportional und dam it fur die Beurteilung der Einstellung von Diabetikern 
gceignet Die Fruktosylamingruppierung, ob frei oder proteingebunden, liegt in waBriger Losung in pyranosider 
und furanosider Ringstruktur vor. In leicht alkalischem Milieu bilden diese aufgrund ihrer cis-diolstandigen 
OH-Gruppen sehr schnell Borsaureester mit Borsaure oder substituierten Phenylboronsauren. 



O o 




Schema 2 

30 

Ailgemeine Reaktionsgleichung der Boronsaureesterbildung 

Im einzelnen laBt sich die klinische Bedeutung der Bestimmung von glycosylierten Semmproteinen (GSP) 
folgendermaBen zusammenfassen: 

35 

1. Messung der GSP mit Hilfe von Borsaureestern stellt eine quantitative Bestimmung der nichtenzymatisch 
gebundenen Glucose von Serumproteinen dar, wobei das Albumin zu ca. 80% beitragt; d h, die Plasma- 
halbwertszeit entspricht etwa der des Albumins von ca. 20 Tagen. 

2. GSP korreliert mit dem Nuchternblutzucker und mh glycosyliertem Hamoglobin. Der momentane 
Blutglucosespiegel beeinfluBt den GSP- Wert zur Zeit der Probennahme nicht So sind z. B. Ernahrung, 40 
korperliche Aktivitat und Zeitpunkt der Probennahme ohne EinfluB auf den GSP- Wert Die GSP-Bestim- 
mung stellt somh emen Index fur die Stoffwechseleinstellung von Diabetikern dar. 

3. Die GSP-Bestimmung ist als Screening-Test geeignet, urn Personen mit manifesten Diabetes zu entdek- 
ken. 

4. J e nach Durchf uhrung des Tests ist eine Automatisierung moglich. 45 

5. Die GSP-Bestimmung ist spezifisch fur die Ketoaminform; die Aldiminform und freie Glucose beeinflus- 
sen das Ergebnis nicht 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele naher erlautert 

50 

Beispiel 1 

Bestimmung von GSP ohne Trennung der freien substituierten Arylboronsauren 

0,1 ml Probe (ca. 3—7 mg Protein) wird zu 1 ml Reagenz gegeben. Das Reagenz enthalt 20 p.Mol/1 Azo 9, das 55 
in 0,1 M Glycinpuffer 0,1 M MgCI 2 pH=W gelost ist Die Extinktionsanderung wird im Bereich 540—600 nm 
z. B. bei 546 oder 578 nm abgelesen. Als Blindwert dient 0,1 ml einer NaBH 4 reduzierten Probe, die genauso 
gemessen wird 

Der absolute Wert wird uber einen bekannten Standard, der wie eine Probe gemessen wurde, berechnet 

60 

Beispiel 2 

Bestimmung von GSP mit Abtrennung der freien substituierten Arylboronsauren 

0,1 ml Probe (ca. 3—7 mg Protein) werden zu 0J5 ml Reagenz gegeben. Das Reagenz besteht aus einer frisch 65 
bereiteten Losung von 0,1 mMol/l Azo 9 in 0,1 M Glycinpuffer 0,1 M MgCl 2 pH=9Z Zur Blindwertermittlung 
wird 0,1 ml Probe zu 1 ml Blindwertreagenz gegeben, wobei das Blindwertreagenz aus der Reagentienlosung 
durch Zugabe von 25 mMol/l Ammoniumpentaborat erhalten wird Nach 10 Minuten werden 0,5 ml Kohle-Dex- 

7 
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transusoension zugegeben und 2 Minuten geschuttelt Dann wind rasch zentrifugiert - 1 Minute bei ca. 1 0 000 g 
!Tnd ESSS Oberstandes bei 546 oder 578 nm bestimmt Die Kalibrierung erfolgt nut HUfe e.nes 
bekannten Standards, der genausogemessenwurde. 

Alle Arbeitsschritte kannen bei Raumtemperatur durchgef uhrt werden. 

Beispiel 3 

Fntsnrechend der Vorschrift von Beispiel 2 kann der Test auch mit Azo 5 durchgefuhrt werden. Dabei enthSlt 
das SSgS J das BSwertreagenzO.1 mMol/1 Azo 5 statt Azo 9. Die Absorption wird be, 546 nm abgeie- 
sen und wie oben beschrieben kalibriert 

Beispiel 4 

Spezifische Blindwertbildung mit Borsaure und 3-Nitro-Phenylboronsaure 

n, ml Prohe tea. 3-7 me Protein) wird bei 37°C zu 1ml Carbonatpuffer (0,1 Mol/I; pH=103). der 
0^5 mMo7l5urSjuete JaSiun^z inthalt, gegeben und die Absorption bei 530 nm nach 10 un 15 Mmuten 
e?m«sen und der Extinktionsunterschied berechnet Fur die Blindwertermittlung wird genausoverfahren, nur 
I St das BlinXe^agenzlusatzlich 0,15 Mol/1 Natriumborat oder 30 mMol/1 3-Nitrophenylboronsaure. D.e 
Dm^SSSSS Blindwert wird mit der eines bekanntes Standards verglichen, der genauso gemessen 

wurde. 
Berechnung: 

(A X5 '-A W ) Test x Standard (nMol/mg) = Probe (nMol/mg) 
(A >s ' -A w ) Standard 
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Pipettierschema: 



30 ~ serum Reagenz Serum Blindwertreagenz 

Hauptwert 0,1ml 1.0 ml 



Blindwert 



0,1ml UOmI 



Beispiel 5 

Halbquantitative Bestimmung des Glycosylierungsgrades von Proteinen 

002 ml Probe tea. 0,5-1,5 mg Protein) werden mit 0,1 ml Reagenz bei Raumtemperatur vermischt Das 
Reagent be teht S einer iSsung von 0,02 mM fluoreszeinmarkierter Arylboronsaure (Darstellung ( Beispie 9 
tafo?M Gly^ M MgCfe pH-9,2. Nach 5 Minuten wird die Probe durch em NitroceUu osefil* 

JSIS und das FikeVzwei Mai gewaschen. Dann werden die FuterplaUchen ™ 
iwei mitgefuhrten Standardproben verglichen. Je nach Fluoreszenzmtensuat kann die Pro J^ Stan 

Beispiel 6 

Darstellung von 4'-Hydtoxy-3'-carboxy-phenyl-diazophenyl-3-boronsaure (Azo 5) 



OH OH 
COOH B-OH COOH B-OH 

-<0> + N-N-<g> > HO-<Q>-N = N-<g> 



60 



65 



HO 

CI© 



20 mMol m-Aroino-phenylboronsaure (Fa. Sigma, Taufkirchen GFR) werden in 55 ml 3 N HCI gelost und die 
Lol™* an ^ O^cTeKLmgsam und unter Rtoren weiden 8 ml einer 2fi M NaNO, Losung zugetropft, wobe. 
ofeTmpfra^ unter 5»C bleiben sollte. Es wirf .oviel ^^S^Z 

Nitrit noch 5 Minuten in der Losung nachweisbar ist Uberschussige HN0 2 w.rd durch Zugabe von wemg 
HanutoffbeseitigtEinbraunerNiederschlagwirdabzentrifugiert . . .. ,..ti;„o„„ „„h 

Zuetoer Losing von 20 mMol Salicylsaure in 30 ml 2N NaOH laBt man langsam obige Losung zuflieBen und 
dii r^raS^zwSSn 5 und WC gehalten. Der pH-Wert sollte nicht unter 10 sinken, sonst w.rd m.t 2 N 



BNSDOCID: <DE 3720736A1 J_> 



OS 37 20 736 



NaOH nachgestellt 

Nach Beendigung der Reaktion wird mit 6 N HC1 auf pH = 1 —2 angesauert und mit Diethylether extrahiert 
Das nach Abziehen des Losungsmittels erhaltene Produkt wird in 0,1 M TRIS/HCl-Puffer pH 8£ gelost und auf 
eine DEAE-Cellulose-Saule (DE 52) (mit TRIS-Puffer pH 8,5 equilibriert) gegeben. Wahrend der Elution mit 
demselben Puffer wird die zweite rote Bande gesammelt Zur Gewinnung des reinen Farbstoffes wird erneut 
angesauert mit Ether extrahiert, die Ether-Phase Qber Na 2 S0 4 getrocknet und zur Trockne eingeengt. Bei 
Chromatographic auf Kieselgel G60 Dunnschicht-Platten mit dem FlieBmittel n-Propanol :H20:NH 3 
(25%) = 30 : 1 0 : 1 0 erscheint die Substanz bei einem Rf- Wert von ca. OA Ausbeute ca. 50%. 

Nach der gleichen Arbeitsweise, jedoch mit l-Amino-8-naphtol-3,6-disulfonsaure statt Salicyisaure wurde die 
entsprechende Naphtylverbindung erhalten. 

Beispiel 7 

Darstellung einer Bis-Diazophenylboronsaure (Azo 9) 



10 



15 



OCHj 



COOH 



0 2 N 




CI* 



OH 



20 



HO— B 



OCH 3 



COOH 



<^>-H.A 



0 2 N 



CI* 




OH 



OH 



25 



30 



35 



0,1 mMol Diazo-4 Nitro-o-anisidin wird in wenig H 2 0 gelost und langsam bei ca. 10°C zu einer Losung von 
0,1 mMol Salicyisaure in 03 mMol NaOH gegeben. Der pH-Wert wird wahrend der Reaktion gepruft und soli 
nicht kleiner als 10 werden. Man rQhrt das Reaktionsgemisch ca. 30 min bei 10°C (Losung A). 

0,1 mMol m-Amino-phenylboronsaure werden wie fur Beispiel 6 beschrieben diazotiert 

Nach Zentrifugation wird die klarc, gelb gefarbte Losung langsam zu Losung A gegeben (10°C), wobei durch 
Zugabe von 2 N NaOH die Mischung stets deutiich alkalisch (pH > 10) gehalten wird 

Nach einer Reaktionszeit von 30 min wird angesauert (pH 1—2) und der entstandene Niederschlag abzentri- 
fugiert Das Prazipitat wird in wcnig NaOH gelost, verdunnt, mit etwas Na-acetat versetzt und mit Eisessig auf 
pH 4,5 gebracht, so daB sich noch kein Niederschlag bildet Aus dieser schwachsauren Losung wird der Farbstoff 
an Polyamid-6-Pulver (Serva, Heidelberg) adsorbiert Man wascht mit 0,1 M Acetat-Puffer pH 4J5 und mit wenig 
H 2 0. Mit Methanol (100%) wird der gewunschte Farbstoff weitgehend spezifisch eluiert 

Eine weitere Reinigung kann durch Adsorptionschromatographie an AI2O3 basisch (Type WB-2) (Fa, Sigma) 
durchgefuhrt werden: 

Der in Diethylether geloste Farbstoff wird auf eine Saule mit AI2O3 (equilibriert mit Ether) gegebea Man 
wascht zuerst mit Ether, dann mit Isopropanol. Das Titelprodukt wird mit Methanol eluiert. Die Synthese kann 
ebenso wie die Reinigung durch DC auf Cellulose-Platten mit n-Propanol: H 2 0 :NH 3 (25%)-30 : 10 : 10 als 
FlieBmittel iiberpriift werden. Rf-Wert - 035. 

Beispiel 8 

Darstellung von 4'-Sulfonat-phenyl-diazophenyl-4-amino-2-boronsaure (Azo 2) 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



BNSDOCID: <DE 3720736A1_I_> 



9 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



OS 37 20 736 

HO-B H °-B 



OH ? H 



CI 6 



837 mg Sulfanilsaure und 50 mg m-Amino-phenylboronsaure werden in 420 pi H 2 0 suspend ert und I unter 
Ruhren tropfenweise NaN02 Losung (33,7 mg/420 pi HiO) bei Raumtemperatur zugegeben Nach _Er.de der 
NaNO? Zueabe wird noch 1 Stunde gerfihrt. Dann wird 1 ml Ethanol zugegeben und die Reaktionslosung auf 
pljpSaS^^ O 60) aufgetragen und in Ethanol: H s O= 60 : 40 «^ke^ Jieben 

einer schnell wandernden gelben Bande erscheint bei Rf-0,5 die wemrote Bande von AzoZ d.e m,t e.ner 
Mischung von Athanol: H 2 0 -50 : 50 eluiert werden kann. 

Beispiel 9 

Darstellung von fluoreszeinmarkierter Phenylboronsaure 

05mMol Fluoresceinisothiocyanat pA. werden in 50 ml 50 mM Na 2 C0 3 P H=9 gelost und zu 20 ml ^einer 
Losung von 0 5 mMol m-Aminophenylboronsaure in 50 mM N a2 C0 3 pH = 9 getropft und be, Raumtemperatur 
flbr4chr g iohTNach AnsLem auf P H=3 laBt sich das Produkt mil BM»at»u^ auf 
P raparativenDuiuischicht-Platten(KieselgelG60)reinigen.FIieBmittel:Aceton : Ethylacetat-5 : 1 Rf-0,6. 

Beispiel 10 

Darstellung von definiert glycosylierten Proteinen bzw. Polyaminosauren 

400 mg humanes Serumalbumin werden in 10 ml Kaliumphosphatpuffer (10 mM; pH-7.4), der "0 "iMol/l 
NaQ enthalt gel6st und 20mMol/l D-Glucose und 3mMol/l NaN 3 zugegeben. Die Losung wird be 37 C 
i-5 Ta« ^fa^ubierVund anscWieBend gegen glucosefreien Inkubationspuffer mindestens 48 Stunden d.alysiert 
Der Standi w^d^nschlieBend mit der bekannten Furosinmethode kalibriert Unter diesen Bedmgungen 
werfen Sol Glucose je mg Albumin pro Tag eingebaut Anstelle von humanem Seralbumin Ussen ,ch 
auch tierische Serumalbumine oder synthetische lysinhaltige Polymere wie Poly-D-Lys n, Poly <^g ta ™£ 
D-Lysin) 6 : 4 oder Poly (Glutamat Lysin, Tyrosin) 6:3:1 vom M°lekulargew.chtsbere.ch 30- 150 kD unter 
den beschriebenen Bedingungen glycosylieren und gemaB Schle.cher E und Wieland O.H. 
(J.ain.Chem.Clin.Biochem.l981,19,81-87)analysieren. ,.. MmmM «~f a Bt wobei der 

Das Verfahreri und die bevorzugte Verfahrensvarianten werden im folgenden zusammengefaBt wobei der 
AusdfucSSbende Boiure" eine Arylboronsaure bedeutet die im UV-Vis-Bereich ein AbsorpUonsmax.mum 
hat oder ^nuoreszenzmarkiert ist und deren Fluoreszenzpolarisation sich bei der Bindung an d.e glycosylierten 

^dS Grandv^rfahren besteht in der Bestimmung der glycosylierten Proteine durch farbende Borsauren. Dies 
kan^ aS^uteVS ap£ erf olgen. Dies ergibt einen Hauptwert A l,der f Or bestimmte Reihenuntersuchungen 

^avo^S^^ AX der an einer identischen Probe mit einer a) "ich^rbenden 

BoSre odfr an einer b) mit Boranat reduzierten Probe mit einer farbenden Borsaure oder c) statt Borsaure 
bzw. Borsaurederivat mit einem OberschuB an cis-Diol bildender Verbindung gebildet wird. 
Der DifferenzwertAlminus>42ist die spezifische Absorption Oder Fluoreszenzfurd,^^^^ 
zJr Absolutwertbildung wird die gleiche Arbeitsweise wie fur A 1 genannt m,t einem Standard m.t bekann- 
temGlucosegehaltdurchgefuhrtwas den Wert STi ergibt 
Davon abgezogen wird der Wert ST2 der Standardprobe, die ebenso behandelt wird, wie oben fur A 2 

beschrieben. . , _ . ,. . 

Der Differenzwert ST 1 minus ST2 ist die Kalibnerung oder Standardisierung. 

Der Wert AA : dSTverhalt sich wie die gesamte Menge an glycosyliertem Protein zum kal.bnerten Standard, 
was einen Absolutwert ergibt (AA :4ST=Gesamtmenge : Standard). . t . , _ D 

Durch Blindwertbildung,fur welche Elementschutz begehrt wird, kann man auch beim unspeztfischen ^Reduk- 
tionstest der einen unspezifischen Hauptwert ergibt durch Differenzbildung bei Durchfuhrung des gle^hen 
LnspeSnscheil ^Reduktionstestes mit z. B 3-Nitrophenylboronsaure zur Blindwertbildung und D.fferenzb.ldung 

ren die man mit Standards vergleichen kann, um so schnell einen verhaltn.smaB.g guten Oberbl.ck be. einem 
^SnoTg™ 

ren (im OberschuB) durch die Bestimmung des gebildeten Borsaureesters. Dabe. kann der Ar.te.1 «es gebunde- 
nen Borsaureesters gemessen werden. Die Trennung freier und gebundener Borsaureester kann z. B. erfolgen 
mit KoMe oder Filterpapierteststreifen oder direkt fiber die Anderung des UV-Vis-Spektrums oder d.e Ande- 
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rung der Fluoreszenzpolarisation. 

Die Blindwertbildung kann erfolgen durch OberschuB an cis-Diol enthaltender Verbindung oder mit einer mit 
Boronat reduzierten Probe oder Umsetzung mh nicht farbenden Borsauren. Die Standardisierung ist moglich 
iiber naturliche oder lysinhaltige polymere Aminosauren oder Peptide die definiert glycosyliert sind. 

Das Verfahren ist nicht nur auf glucosylierte Proteine anwendbar, sondern in gleicher Weise auf alle nichten- 
zymatisch verzuckerten Proteine, z. B. laktosylierte Proteine, urn z. B. die Erhitzungsbedingungen beim Pasteuri- 
sieren von Milch oder der Herstellung von Kondensmilch zu uberprufen, da sich hier Laktoselysin bildet, so daB 
dieses Lysin metabolisch beim Saugetier nicht mehr verwertbar ist 
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Abb. 2 



Strukturformeln der Diazoverbindungen Azo 1-5 
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Abb. 3 

Strukturformeln der Diazoverbindungen Azo 6-9 
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Weilentdnge ( nm) 



Abb. 1 

Snderung der UV-Vis Absorption von Azo 9 in Abhangigkeit vom 
Glycosylierungsgrad der Serumalbumins. Die MeBlSsung in der 
Kuvette enthalt 13,** pMol/1 Azo 9 und 5,6 mg humanes Se- 
rumalbumin, das in vitro unterschiedlich lange glycosyliert 
wurde (2 - 7), in 0,5 ml 50 mM Glycinpuffer pM = 8,2 gelost. 

1 = Losung ohne Albumin 

2-7=L6sung mit glycosyliertera Albumin (2,2-15,7 nMol Lys- 
glu/mg) 

8 = L5sung ohne Albumin + Fruktoseubersehufi ( > 100fach) 
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